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Matriisiavusteinen massaspektrometria (Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization Time Of Flight Mass Spectrometry, MALDI-TOF 
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Metisilliiniresistentti Staphylococcus pseudintermedius (MRSP) on erityisesti koirilla 
esiintyvä opportunistinen patogeeni, joka on mikrobilääkeresistenssinsä takia noussut 
lyhyessä ajassa merkittäväksi ongelmaksi eläinlääkinnässä. MRSP aiheuttaa koirille iho-, 
korva-, virtsatie- ja leikkaushaavatulehduksia, joiden hoito tavanomaisesti käytetyillä 
mikrobilääkkeillä on hankalaa tai mahdotonta (katsauksessa van Duijkeren ym. 2011b). 
MRSP on resistentti kaikille beetalaktaamiryhmän antibiooteille (katsauksessa van 
Duijkeren ym. 2011b) ja usein myös muille mikrobilääkkeille (Perreten ym. 2010). MRSP 
voi siirtyä eläimistä toisiin eläimiin ja ihmisiin suorassa kontaktissa ja ympäristön 
välityksellä (van Duijkeren ym. 2011a), ja se on aiheuttanut yhden 
eläinsairaalaepidemian Suomessa (Grönthal ym. 2014). Riskipotilaiden seulonta ja 
MRSP-kantojen nopea tunnistaminen ovat avainasemassa epidemioiden ehkäisyssä ja 
rajoittamisessa.  
Metisilliiniresistenssin tunnistamiseen ja MRSP-kantojen epidemiologiseen tyypitykseen 
sovelletaan useita feno- ja genotyyppiin perustuvia menetelmiä, joista jokaiseen liittyy 
etuja ja rajoitteita. mecA-geenin PCR-monistusta pidetään stafylokokkien 
metisilliiniresistenssin tunnistamisen kultaisena standardina ja fenotyyppisten 
menetelmien referenssimenetelmänä. Epidemiologisessa tyypityksessä usein käytettyjä 
menetelmiä ovat monilokussekvensointi (Multi Locus Sequence Typing, MLST) ja 
pulssikenttägeelielektroforeesi (Pulsed Field Gel Electrophoresis, PFGE), joilla 
saavutetaan hyvä erottelutarkkuus (katsauksessa van Duijkeren ym. 2011b), mutta jotka 
ovat suhteellisen työläitä menetelmiä. Genotyyppisten menetelmien käyttöä rajoittavat 
yleisesti niiden laitteisto- ja reagenssivaatimukset, määritysten hinta ja niihin kuluva 
työaika. 
Matriisiavusteinen massaspektrometria (Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization 
Time Of Flight Mass Spectrometry, MALDI-TOF MS) on proteiinien ja peptidien massa-
varaussuhteen mittaamiseen perustuva analyysimenetelmä, joka soveltuu useimpien 
kliinisten bakteerilajien tunnistukseen. MALDI-TOF-laitteen käyttökustannukset ovat 
vähäiset ja mikrobien lajintunnistuksen tulokset keskimäärin hyvin luotettavia (Seng ym. 
2009), mistä johtuen se on syrjäyttänyt fenotyyppisten tunnistusmenetelmien käytön 
monissa kliinisissä laboratorioissa. MALDI-TOF-massaspektrometrian soveltuvuutta 
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metisilliiniresistentin Staphylococcus aureuksen (MRSA) resistenssiominaisuuden 
tunnistukseen ja bakteerin epidemiologiseen tyypitykseen on tutkittu paljon (Bernardo 
ym. 2002, Wolters ym. 2010, Shan ym. 2016), ja tulokset ovat olleet rohkaisevia. 
Vastaavaa tutkimusta MRSP:n osalta ei kuitenkaan toistaiseksi ole tehty. Tämän 
tutkimuksen tarkoituksena on selvittää MALDI-TOF MS –menetelmän soveltuvuutta S. 
pseudintermediuksen mecA-välitteisen mikrobilääkeresistenssin tunnistukseen ja 
MRSP-kantojen epidemiologiseen tyypitykseen. 
 
2 STAPHYLOCOCCUS PSEUDINTERMEDIUS 
S. pseudintermedius on koirien ja kissojen ihon ja limakalvojen normaalimikrobistoon 
kuuluva gram-positiivinen kokkibakteeri (Quinn ym. 2011). Se on osa SIG 
(Staphylococcus Intermedius Group) -ryhmää, johon kuuluu S. pseudintermediuksen 
lisäksi kaksi muuta stafylokokkilajia: S. intermedius ja S. delphini (Sasaki ym. 2007). S. 
pseudintermedius kuvattiin omana lajinaan ensimmäisen kerran vuonna 2005 (Devriese 
ym. 2005); ennen tätä se oli luettu osaksi S. intermedius -lajia. SIG-ryhmän bakteerilajit 
ovat läheistä sukua toisilleen, ja ne ovat biokemiallisesti hyvin samankaltaisia (Devriese 
ym. 2005, Sasaki ym. 2007). SIG-ryhmän bakteereista juuri S. pseudintermedius 
assosioituu erittäin voimakkaasti koiraan: Sasakin ym. (2007) tutkimuksessa paljastui, 
että koirien ihotulehduksista (n=47) ja oireettomilta kantajakoirilta (n=28) eristetyt, 
fenotyyppisesti S. intermediuksiksi tunnistetut isolaatit olivat genotyyppisen testauksen 
perusteella poikkeuksetta S. pseudintermedius -lajia. Devriesen ym. (2009) mukaan 
kaikkien koirista eristettyjen SIG-ryhmän bakteerilajien voidaankin katsoa olevan S. 
pseudintermedius-lajia, ellei molekulaarisilla menetelmillä toisin todisteta. Ennen vuotta 
2005 tehtyihin koirien S. intermedius -löydöksiin viitataan kirjallisuudessa usein S. 
(pseud)intermedius-nimellä, ja näin tehdään tässäkin tutkimuksessa. 
S. pseudintermedius on muiden stafylokokkilajien tavoin opportunistinen patogeeni, ja 
se voi aiheuttaa infektioita erityisesti trauman tai immuunipuutoksen seurauksena 
(Quinn ym. 2011). S. pseudintermedius on koirilla ja kissoilla yleinen iho-, korva-, 
leikkaushaava- ja virtsatietulehdusten aiheuttaja (katsauksessa van Duijkeren ym. 
2011b). Kissoilla S. pseudintermediuksen kantajuus on vähäisempää kuin koirilla: 
Lilenbaumin ym. (1998, 1999) tutkimusten mukaan kliinisesti terveistä kissoista 17 % - 
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20 % kantaa S. intermedius -ryhmän lajia, kun koirilla kantajuus on eräässä 
tutkimuksessa ollut jopa yli 80 % (Rubin ja Chirino-Trejo 2011). S. pseudintermediusta 
tavataan myös muilla eläinlajeilla, kuten hevosilla ja papukaijoilla (Devriese ym. 2005), 
mutta sen merkitys niillä vaikuttaa olevan vähäisempi. S. pseudintermedius ja sen 
metisilliiniresistentti muoto MRSP ovat myös zoonoottisia. Ihmisillä MRSP-kolonisaatio 
on usein kuitenkin lyhytkestoista, ja infektioita raportoidaan suhteellisen harvoin 
(katsauksessa Weese ja van Duijkeren 2010). Poikkeus tästä ovat koiran puremat 
ihmisillä: niissä S. (pseud)intermedius oli erään tutkimuksen mukaan infektion 
aiheuttajana jopa 18 % tapauksista (Lee ym. 1994). 
S. pseudintermedius -bakteerilla on useita virulenssitekijöitä, jotka edistävät sen 
kolonisaatiota ja aiheuttavat kudostuhoa isäntäeläimessä. Merkittäviä 
virulenssitekijöitä ovat muun muassa termonukleaasi, leukosidiinit ja hemolysiinit sekä 
erilaiset eksfoliatiiviset toksiinit (katsauksessa van Duijkeren ym. 2011b, Quinn ym. 
2011). Eksfoliatiiviset toksiinit vaurioittavat solujen välisiä liitosproteiineja 
(desmogleiinejä) aiheuttaen klassisia bakteriellin ihotulehduksen oireita: punoitusta, 
hilseilyä ja ruvenmuodostusta (Terauchi ym. 2003). S. pseudintermedius pystyy myös 
muodostamaan biofilmejä, mikä edesauttaa sen kiinnittymistä sileiden materiaalien 
pintoihin ja tekee sen hävittämisestä hankalampaa. Biofilmin muodostus lisää 
mahdollisuutta ortopedisessä kirurgiassa käytettävien implanttimateriaalien 
kolonisaatioon ja niiden välittämään krooniseen bakteeritulehdukseen (Quinn ym. 
2011).  
2.1. Stafylokokkien metisilliiniresistenssi 
Metisilliiniresistenssiä tavataan S. pseudintermediuksen lisäksi S. aureuksessa ja useissa 
koagulaasinegatiivisissa stafylokokkilajeissa (KNS) (katsauksessa Peacock ja Paterson 
2015). Metisilliiniresistentit stafylokokit ovat viidennen polven kefalosporiineja lukuun 
ottamatta vastustuskykyisiä kaikille beetalaktaamiryhmän mikrobilääkkeille (Papich ym. 
2012). Viidennen polven kefalosporiineja käytetään ihmisillä metisilliiniresistenttien 
bakteerien aiheuttamien infektioiden hoitoon (Hughes 2017), mutta niiden käyttäminen 
eläinten lääkintään ei ole sallittua Suomessa (Lääkekieltoasetus 847/2008 11§).  
MRSP-kannoista suurin osa on beetalaktaamien lisäksi resistenttejä myös yhdelle tai 
useammalle eri mikrobilääkeryhmien lääkeaineille (katsauksessa van Duijkeren ym. 
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2011b). Moniresistentteihin MRSP-kantoihin voivat tehota vain harvat tai eivät mitkään 
käytettävissä olevista mikrobilääkkeistä, minkä vuoksi niiden aiheuttamia infektioita voi 
olla hankala tai mahdoton hoitaa. Dos Santosin ym. (2016) systemaattisen katsauksen 
aineistossa yli 90 % MRSP-kannoista oli resistenttejä erytromysiinille ja klindamysiinille 
ja yli 70 % tetrasykliinille, trimetopriimi/sulfametoksatsolille, enrofloksasiinille ja 
gentamisiinille. Myös kloramfenikoliresistenssia tavattiin yli 40 %: lla kannoista 
(katsauksessa dos Santos ym 2016).  
2.1.1 Stafylokokkien metisilliiniresistenssin mekanismi 
S. pseudintermediuksen metisilliiniresistenssi on Staphylococcal Chromosomal Cassette 
mec (SCCmec)-kompleksiin kuuluvan mecA-geenin välittämä ominaisuus (katsauksessa 
van Duijkeren ym. 2011b). mecA-geeni koodaa muuntunutta penisilliiniä sitovaa 
proteiinia (eng. Penicillin Binding Protein), PBP2a:a, (katsauksessa Turlej ym. 2011), joka 
toimii bakteerin solukalvosynteesiin tarvittavien reaktioiden katalyyttinä (katsauksessa 
Sauvage ym. 2008). Stafylokokit tuottavat sisäsyntyisesti useita erilaisia PBP-proteiineja, 
joista ainakin osa on niiden toiminnalle välttämättömiä (katsauksessa Bycroft ja Shute 
1985). 
Beetalaktaamien bakterisidinen vaikutus perustuu PBP-proteiinien inaktivaatioon. 
Villityypin PBP-proteiineilla on korkea affiniteetti beetalaktaameille, koska niiden 
luontaisilla substraattimolekyyleillä, peptidoglykaaneilla, on beetalaktaamia 
muistuttava molekyylirakenne. Beetalaktaamin ja PBP-proteiinin reaktiossa PBP-
proteiinin normaali toiminta estyy (katsauksessa Bycroft ja Shute 1985), mikä voi 
entsyymin tyypistä riippuen johtaa solun turpoamiseen tai hajoamiseen 
(Georgopapadakou ym. 1986) tai estää solun jakautumisen (katsauksessa Bycroft ja 
Shute 1985). 
Villityypin PBP-proteiineista poiketen PBP2a-proteiineilla on heikko affiniteetti 
beetalaktaameihin (Hartman & Tomasz 1984). Beetalaktaamien aiheuttama inaktivaatio 
on PBP2a-proteiineilla hidasta ja tehotonta (Fuda ym. 2004), mistä syystä ne pystyvät 
jatkamaan toimintaansa sellaisissakin beetalaktaamipitoisuuksissa, jotka ovat villityypin 
proteiineille estäviä. PBP2a pystyy korvaamaan inaktivoituneiden villityypin PBP-
proteiinien toiminnan (Hartman & Tomasz 1984), mikä tekee sitä tuottavista 
bakteereista vastustuskykyisiä beetalaktaamiryhmän mikrobilääkkeille.  
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2.1.2   Stafylokokkien kromosomikasetti mec 
SCCmec kantaa metisilliresistenssiä välittävää mecA- tai mecC-geeniä ja sen 
ilmentämiseen liittyviä mec-ryhmän säätelyproteiineja koodaavia geenejä. Lisäksi se 
kantaa oman liikkumisensa mahdollistavan rekombinaasikompleksin (engl. cassette 
chromosome recombinase, ccr) ja joining regions tai junkyard (j)-alueen, joka saattaa 
kannasta riippuen sisältää erilaisia antibiootti- ja raskasmetalliresistenssigeenejä 
(katsauksessa Peacock ja Paterson ym. 2015). Toisin kuin S. aureuksella, S. 
pseudintermediuksella ei ole toistaiseksi tavattu mecA-geenin homologin, mecC-geenin 
välittämää metisilliiniresistenssiä. SCCmec voi siirtyä bakteerisolusta toiseen 
horisontaalisella geeninsiirrolla ja levittää metisilliiniresistenssiä uusiin 
stafylokokkikantoihin (katsauksessa Peacock ja Paterson 2015). Nykykäsityksen mukaan 
koagulaasinegatiiviset stafylokokit saattavat toimia SCCmec-elementtien reservoaarina 
virulentimmille stafylokokkilajeille, kuten S. aureukselle (Hanssen ja Sollid 2007, Barbier 
ym. 2010) ja mahdollisesti myös S. pseudintermediukselle.  
MRSP-kannoilla on tavattu kuutta eri SCCmec-tyyppiä (II, II-III, IV, V, VII ja 
yhdistelmätyyppi SCCmecAI16-SCCczrAI16-CI) (katsauksessa dos Santos ym. 2016, 
Grönthal ym. 2017). Lisäksi niillä tavataan kuvattujen tyypitysmenetelmien ulkopuolelle 
jääviä SCCmec-tyyppejä (katsauksessa van Duijkeren 2011, Grönthal ym. 2017b) sekä 
pseudoSCCmec-elementtejä, kuten ψSCCmec57395, joka ei sisällä lainkaan 
rekombinaasigeenejä (Perreten ym. 2013). Suomessa S. pseudintermedius -kannoissa 
tavattavista, kuvatuilla menetelmillä tyypitettävissä olevista SCCmec-tyypeistä 
yleisimmät ovat IV ja II-III (Grönthal ym. 2017b).  
2.1.3 Metisilliiniresistenssin ilmentymisen säätely 
mecA-geenin ilmentymistä säätelevät SCCmec-elementtiin kuuluvat mecR1-, mecR2- ja 
mecI-geenit. mecI koodaa repressoriproteiinia, joka estää mecA-geenin ja sen 
säätelytekijöiden transkription (Blázquez ym. 2014, katsauksessa Peacock ja Paterson 
2015). MecR1- ja MecR2-proteiinit toimivat repressorin vastavaikuttajina: niiden 
aktivaatio johtaa repressoriproteiinien inaktivoitumiseen, mikä mahdollistaa mecA-




MecR1-proteiinilla on solunulkoinen, sensorinen osa, joka aktivoituu reagoidessaan 
ympäristön beetalaktaamien kanssa. Aktivaation seurauksena proteiinin solunsisäinen 
osa irtoaa ja aiheuttaa DNA:han sitoutuneen MecI-repressoriproteiinin pilkkoutumisen. 
MecR1-välitteinen mecA-geenin transkription induktio mahdollistaa 
resistenssifenotyypin kohdentamisen niihin tilanteisiin, joissa bakteerin ympäristössä on 
beetalaktaamimolekyylejä, ja resistenssin ilmentäminen on selviämisen kannalta 
välttämätöntä (katsauksessa Peacock ja Paterson 2015). MecR1-välitteistä resistenssin 
induktiota pidetään yksinään kuitenkin melko hitaana ja tehottomana, ja korkean 
resistenssin MRSA-kannoilla resistenssin induktioon osallistuu tyypillisesti muitakin 
positiivisia säätelytekijöitä (Ryffel ym. 1992). 
MecR2-proteiinin aktivaatio aiheuttaa MecR1-proteiinin tavoin transkriptiota 
inhiboivan MecI-proteiinin pilkkoutumisen (Arêde ym. 2012). Arêde ym. (2012) 
havaitsivat, että mecR2-deleetiomutanttien S. aureus -kantojen metisilliiniresistenssi on 
matala-asteisempaa kuin niillä kannoilla, joilla geeni on toimiva. Vastaavasti mecR2-
geenin transduktio näihin kantoihin palautti niiden metisilliiniresistenssin takaisin 
alkuperäiselle, korkeammalle tasolle (Arêde ym. 2013). mecR2-geeniä ilmennetään 
yhdessä muiden mec-kompleksiin kuuluvien säätelytekijöiden kanssa, mutta sen 
aktivaatioon johtavia tekijöitä ei toistaiseksi tunneta (katsauksessa Peacock ja Paterson 
2015). 
2.2 MRSP:n esiintyvyys 
MRSP eristettiin ensimmäisen kerran Yhdysvalloissa vuonna 1999 (Gortel ym. 1999) ja 
Euroopassa vuonna 2005 (Loeffler ym. 2007). Nykyään sitä tavataan yleisesti lukuisissa 
Euroopan, Pohjois-Amerikan (Perreten ym. 2010) ja Aasian maissa (Kawakami ym. 
2010). Metisilliiniresistenttien kantojen esiintyvyys S. pseudintermedius -populaatiossa 
vaihtelee huomattavasti eri tutkimuksissa. Osan eroista selittänee todellinen maiden 
välinen vaihtelu, mutta myös aineiston keräämisen vuosi, tutkittu populaatio ja 
tutkimusmenetelmät vaikuttavat tuloksiin. Keski- ja Etelä-Euroopan maissa MRSP:n 
esiintyvyydeksi S. pseudintermedius -populaatiossa on raportoitu 8-21 %, kun Kiinassa 
se on ollut jopa 48 % (Grönthal 2017a). Suomessa MRSP:n esiintyvyys oli 14 % vuosina 
2011 – 2015 (Grönthal ym. 2017). 
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MRSP voi MSSP:n (metisilliinisensitiivinen S. pseudintermedius) tavoin kolonisoida 
terveitä eläimiä, ja kantajat voivat levittää resistenttejä kantoja muihin eläimiin ja 
ihmisiin (katsauksessa Weese ja van Duijkeren 2010, van Duijkeren 2011a). 
Riskiryhmään kuuluvilla eläimillä (ihotulehduksista kärsivät, useita antibioottikuureja 
saaneet) MRSP-kantajuus on yleisempää kuin terveillä eläimillä: suomalaisen 
opaskoirakoulun koirilla MRSP-kantajuuden esiintyvyys oli 3 % vuonna 2014 (Grönthal 
ym. 2015), kun se on riskiryhmien seulonnassa ollut lähes 10 % (Grönthal ym. 2015). 
Suomessa on kuvattu yksi MRSP:n aiheuttama eläinsairaalaepidemia vuosina 2010 – 
2012. Epidemian aikana yhteensä 70 potilaan todettiin infektoituneen tai 
kolonisoituneen tietyllä moniresistentillä MRSP ST71 -kannalla (Grönthal ym. 2014).  
2.3 MRSP:n epidemiologia 
MRSP-populaatioiden epidemiologisessa tutkimuksessa käytetään usein 
monilokussekvensointia (MLST) (menetelmän kuvaus kappaleessa 2.4.1), jolla 
määritetään kannan sekvenssityyppi (engl. Sequence Type, ST) ja kyseisen 
sekvenssityypin klonaalinen kompleksi (engl. Clonal Complex, CC). Samaan klonaaliseen 
kompleksiin kuuluvat kannat ovat geneettisesti hyvin samankaltaisia, eli keskenään 
läheistä sukua. Lajeilla, joilla on klonaalinen populaatiojakauma, tavataan runsaasti 
samaan sekvenssityyppiin tai klonaaliseen kompleksiin kuuluvia kantoja laajoilla alueilla 
ja pitkän ajan kuluessa. 
MRSP-populaatiossa tunnetaan viisi poikkeuksellisen laajalle levinnyttä klonaalista 
kompleksia: CC45, CC71, CC258, CC68 ja CC112. Näiden ja useiden pienempien 
klonaalisten kompleksien lisäksi MRSP-populaatioon kuuluu suuri joukko ei-klonaalisia 
kantoja (ns. taustakantoja). MRSP:n populaatiorakenne on tämän vuoksi ennemmin 
epideeminen kuin klonaalinen: heikosti klonaalisesta populaatiosta eriytyy yksittäisiä 
menestyksekkäitä (=epideemisiä) kantoja (katsauksessa dos Santos ym. 2016). 
Vuonna 2010 yleisimmät Suomessa tavattavat klonaaliset kompleksit olivat CC71 ja 
CC45. CC71:n osuus MRSP-kannoista on viime vuosien aikana kuitenkin laskenut: 
vuonna 2010 sen osuus kaikista MRSP-kannoista oli noin 50 %, ja vuonna 2014 enää noin 
10 %. CC71:n tilalle on tullut useita pienempiä klonaalisia komplekseja ja suuri joukko 
sekalaisia sekvenssityyppejä (Grönthal ym. 2017b). Samankaltaisia muutoksia MRSP:n 
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populaatiorakenteessa on viime vuosina raportoitu muun muassa Norjasta (Kjellman 
ym. 2015) ja Alankomaista (Duim ym. 2016).  
2.4 MRSP:n epidemiologiseen tyypitykseen käytettävät menetelmät 
MRSP:n epidemiologisessa tyypityksessä usein käytettyjä menetelmiä ovat 
pulssikenttägeelielektroforeesi (engl. Pulsed-Field Gel Electrophoresis, PFGE) ja 
monilokussekvensointi (Multi Locus Sequence Typing, MLST). Menetelmät kuvataan alla 
pääpiirteissään. Muita S. pseudintermediuksen tyypitykseen käytettäviä menetelmiä 
ovat SCCmec-tyypitys (Grönthal 2017a) ja koko genomin sekvensointi (Windahl ym. 
2016). Niitä ei kuitenkaan käsitellä tässä kirjallisuuskatsauksessa. 
2.4.1 Monilokussekvensointi 
Monilokussekvensointi perustuu ns. housekeeping-geenien eli mikrobien 
perusaineenvaihdunnasta vastaavien geenien sekvenssivariaatioiden tunnistamiseen. 
Housekeeping-geenit soveltuvat pitkäaikaiseen epidemiologiseen seurantaan, koska 
niiden mutaatiofrekvenssi on suhteellisen matala. Toisaalta tämän vuoksi niillä ei 
yleensä saavuteta riittävää erottelutarkkuutta hyvin läheisten kantojen erotteluun 
(esimerkiksi epidemiatilanteissa) (Cooper ja Feil 2004). Housekeeping-geenejä 
sekvensoidaan tyypillisesti 500 – 550 emäsparin pituinen pätkä, ja saatuja sekvenssejä 
verrataan viitetietokantaan. Jokaiselle tietyssä lokuksessa aiemmin kuvaamattomalle 
sekvenssille annetaan oma luku, ja kaikkien lokusten lukujen yhdistelmän perusteella 
määritellään kannan sekvenssityyppi. S. pseudintermediuksella tunnetaan useita satoja 
sekvenssityyppejä, ja uusia sekvenssityyppejä löydetään jatkuvasti. Keskenään 
samankaltaisten (esimerkiksi single- tai double locus -variaatioiden) sekvenssityyppien 
määritellään usein kuuluvaan samaan klonaaliseen kompleksiin (CC), mutta pitävää 
määritelmää siitä, kuinka paljon variaatiota S. pseudintermediuksen klonaalisen 
kompleksin sisällä sallitaan, ei ole vielä annettu (PubMLST 2017). S. 
pseudintermediuksen MLST-tyypityksessä sekvensoidaan yleensä seitsemän eri lokusta 
(Solyman ym. 2013). 
2.4.2 Pulssikenttägeelielektroforeesi  
Pulssikenttägeelielektroforeesi- eli PFGE-tyypityksessä mikrobikannat erotellaan niiden 
DNA:sta muodostetun restriktiokuvion perusteella. Mikrobit asetetaan geeliblokkiin, 
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jossa niiden soluseinämä hajotetaan ja DNA pilkotaan harvaan pilkkovalla 
restriktioentsyymillä. Jokaisella restriktioentsyymillä on sille ominainen restriktiokohta 
eli tietty emäsjärjestys, jonka kohdalta se katkaisee DNA-juosteen. Entsyymin tuottamat 
DNA-fragmentit puhdistetaan solujätteestä, minkä jälkeen ne erotellaan geelin sisällä 
kokonsa mukaiseen järjestykseen suuntaa vaihtavan sähkökentän avulla. Ajon loputtua 
fragmenttien muodostama viivakuvio (=restriktiokuvio) tehdään näkyväksi värjäämällä 
DNA ja kuvaamalla koko geeli UV-valossa (Quinn ym. 2011, Grönthal 2017a).  
DNA:n pilkkomiseen käytettävien entsyymien restriktiokohdissa tapahtuvat mutaatiot 
muuttavat DNA:sta muodostuvien fragmenttien määrää ja pituutta, mikä puolestaan 
muuttaa kannasta muodostuvaa restriktiokuviota. Esimerkiksi yhden restriktiokohdan 
mutatoituminen toimimattomaksi hävittää alkuperäisestä kannasta kaksi pienempää 
DNA-fragmenttia ja tuottaa yhden uuden, suuremman DNA-fragmentin (Tenover ym. 
1995). PFGE on tyypitysmenetelmänä melko hidas (yksi ajo kestää joitain päiviä) 
(Herschleb ym. 2007), mutta sillä on hyvä erottelutarkkuus ja se on laboratorioiden 
välillä hyvin toistettava menetelmä (Quinn ym. 2011). Se soveltuu parhaiten pienten 




MALDI-TOF MS eli Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization-Time Of Flight Mass 
Spectrometry on massaspektrometriaan perustuva analyysimenetelmä, jota käytetään 
kliinisessä mikrobiologiassa bakteerien lajinmääritykseen ja bakteerikantojen 
karakterisointiin (katsauksessa Awad ym. 2014, Šedo ja Zdráhal 2016). Lajinmääritys 
perustuu bakteerin molekyylimassaspektriin, joka pystytään viitetietokannan avulla 
yhdistämään tiettyyn bakteerilajiin ja joissain tapauksissa myös tiettyyn bakteerikantaan 
(Šedo ja Zdráhal 2016). Näytteenä käytetään viljelyalustalta eristettyjä kokonaisia 
bakteerisoluja tai bakteerisoluista valmistettua proteiinisuspensiota (Nomura 2015). 
Tarvittava näytemäärä saadaan usein jo primaariviljelmästä tai rikasteliemestä, ja 
lajintunnistus on monien lajien kohdalla mahdollista tehdä muutamissa minuuteissa 
(Seng ym. 2009). MALDI-TOF-laitteet ovat helppokäyttöisiä ja pitkälle automatisoituja, 
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ja niiden käyttökustannukset ovat moniin biokemiallisiin testeihin verrattuna melko 
pienet (Seng ym. 2009). Tietyt MALDI-TOF-laitteistot ja niihin liittyvät viitetietokannat 
on hyväksytty diagnostiseen lääketieteelliseen käyttöön Euroopan Unionissa vuonna 
2009 (Bruker 2017a) ja Yhdysvalloissa vuonna 2013 (Bruker 2017b, bioMérieux 2017). 
Massaspektrometrissä on kaksi perusosaa: ionilähde ja massatunnistin. Perusosien 
ominaisuudet määrittävät, millaisia näytteitä laitteilla voidaan analysoida ja millaista 
tietoa näytteistä voidaan kerätä. Kokonaisten proteiinien analysoinnissa käytetään 
pääasiassa MALDI- tai ESI (Electron Spray Ionization) -ionilähteen omaavia 
massaspektrometrejä (Basile ja Mignon 2016). Tässä kirjallisuuskatsauksessa käsitellään 
MALDI-ionilähteen erityispiirteitä ja MALDI-TOF-massaspektrometrian sovelluksia 
kliinisessä bakteriologiassa siinä laajuudessa, kun tutkielman kannalta on oleellista. 
MALDI-TOF-laitteen kaavakuva esitetään kuvassa 1. 
 
Kuva 1. Kaavakuva MALDI-TOF-laitteesta. Alhaalla on näytelevy, jossa on matriisiin hautautunutta 
näytemateriaalia. Näytelevyllä olevaa näytettä ammutaan lasersäteillä, mikä saa matriisi- ja 
näytemolekyylejä irtoamaan alustastaan ja siirtymään kaasufaasiin. Kaasufaasissa olevat ionit sinkoavat 





Massaspektrometriassa ionilähteen tehtävä on ionisoida näytemolekyylejä ja saattaa 
niitä kaasufaasiin massa-analyysiä varten (Basile ja Mignon 2016). MALDI-ionisaatiossa 
näytteeseen lisätään matriisiliuosta, joka liuottaa näytteenä olevien bakteerisolujen 
soluseinämärakenteita ja aiheuttaa bakteerin soluliman molekyylien ionisaatiota 
(Ryzhov ja Fenselau 2001). Matriisiliuos sisältää happoa (esimerkiksi kaneli- tai 
sinappihappoa) ja orgaanista liuotinta, minkä vuoksi se ionisoi ensisijaisesti emäksisiä 
(Krause ym. 1999) ja lievästi hydrofiilisiä molekyylejä (Ryzhov ja Fenselau 2001). MALDI-
ionisaatio tuottaa pääasiassa yhdenarvoisia, positiivisesti varautuneita ioneja, ja toisin 
kuin monet muut ionisaatiomenetelmät, se mahdollistaa suurikokoisten molekyylien, 
kuten kokonaisten proteiinien, ionisaation (Basile ja Mignon 2016).  
Massa-analyysi on mahdollista tehdä vain kaasufaasissa oleville molekyyleille. MALDI-
ionilähteessä näytemolekyylien kaasuuntuminen tapahtuu laservälitteisen desorption 
avulla (Basile ja Mignon 2016). Desoprtio tapahtuu massaspektrometrin sisällä, jossa 
näyte-matriisiseosta ammutaan lasersädepulsseilla: säteiden sähkömagneettinen 
energia absorboituu matriisimolekyyleihin lisäten niiden lämpö- ja translationaalista 
energiaa, mikä saa osan matriisimolekyyleistä irtoamaan alustastaan (Haglund 1997). 
Samalla irtoaa myös matriisin hautautuneita näytemolekyylejä. Ionisaation tarkkaa 
mekaniikkaa MALDI-ionisaatiossa ei tunneta: ionisaatiota tapahtunee paitsi näytteen ja 
matriisin ollessa vielä nestemäisessä muodossa, myös niiden ollessa jo kaasufaasissa 
(Basile ja Mignon 2016). Kaaviossa 1. esitetään MALDI-TOF-laitteen käyttö ja toiminta 
pääpiirteissään. 
Lajintunnistuksessa mitattava molekyylimassaväli kattaa vain pienen osan bakteerin 
koko proteomista (sen tiettynä hetkenä tuottamasta proteiinijoukosta): esimerkiksi E. 
coli -bakteerilla 2,8 % laskennallisesti tuotetuista proteiineista sijoittuu tyypillisesti 





Kaavio 1. MALDI-TOF-laitteen käyttö ja toimintaperiaate. 
 
3.2 Lajintunnistuksen tarkkuuteen vaikuttavat tekijät 
Kliinisessä mikrobiologiassa mikrobista mitatun molekyylimassaspektrin huippuja ei 
yleensä yksilöidä, vaan spektri toimii viivakoodin kaltaisena tunnisteena; englanniksi 
puhutaan molecular fingerprintistä eli molekulaarisesta sormenjäljestä, ja tämän 
perusteella tehtävää lajintunnistusta kutsutaan profiiliin perustuvaksi tunnistukseksi 
(engl. profile-based identification) (Josten ym. 2014, Basile ja Mignon 2016). Profiiliin 
perustuvan tunnistuksen onnistuminen ja tarkkuus riippuvat käytetyn viitetietokannan 
kattavuudesta. Veloo ym. (2016) havaitsivat, että eräiden anaerobisten 
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kokkibakteerilajien massaspektreissä esiintyy tunnistuksen kannalta merkittävää 
kantojen välistä vaihtelua, ja että eri kannoista mitattujen massaspektrien lisääminen 
viitetietokantaan parantaa tunnistustulosta. Sengin ym. (2009) tekemässä laajassa, 1660 
kliinistä bakteerikantaa ja 109 bakteerilajia kattavassa tutkimuksessa havaittiin, että 
kymmenen tai enemmän samasta lajista mitattua viitespektriä korreloi oikean ja tarkan 
tunnistustuloksen kanssa (p=0,01), kun taas puutteellisen tai virheellisen 
viitetietokannan on monissa tutkimuksissa havaittu johtavan heikkoihin tai virheellisiin 
tunnistustuloksiin (Seng ym. 2009, Decristophoris ym. 2011, van Veen ym. 2010, Paauw 
ym. 2015). MALDI-TOF-menetelmällä on mahdollista tunnistaa useilla eri elatusaineilla 
kasvatettuja mikrobeja (Valentine ym. 2005), mutta tunnistuksen keskimääräinen 
tarkkuus (laji- vs. sukutasolle) saattaa joidenkin mikrobilajien kohdalla olla tietyillä 
elatusaineilla heikompi (Anderson ym. 2012).  
Viitetietokannan ja elatusaineen lisäksi myös muiden muuttujien, kuten näytteen 
esikäsittelyn (Alatoom ym. 2011, Park ym. 2016), mikrobien kasvatusajan (Šedo ym. 
2013) sekä mikrobin luontaisten ominaisuuksien, kuten soluseinän rakenteen ja 
paksuuden (Park ym. 2016) tiedetään vaikuttavan tunnistuksen onnistumiseen. Hyvän 
tunnistustuloksen takaamiseksi viitetietokantaan lisättävien massaspektrien tulee olla 
peräisin kontrolloiduissa olosuhteissa kasvatetuista, hyvin karakterisoiduista ja tietyllä 
tavalla esikäsitellyistä mikrobikannoista. Näytteen esikäsittelyssä tulisi ottaa huomioon 
bakteerilajien erityispiirteet. 
3.3 MALDI-TOF S. pseudintermedius-bakteerin tunnistamisessa 
MALDI-TOF-menetelmän tunnistustarkkuus S. pseudintermedius-bakteerille on 
Decristophorisin ym. (2011) tutkimuksessa havaittu melko hyväksi (sensitiivisyys 78 % 
(95 % CI 0,60 – 0,90) ja spesifisyys 97 % (95 % CI 0,86 – 99)). Muruguaiyanin ym. (2014) 
tutkimuksessa S. pseudintermediuksen tunnistustulos parani, kun viitetietokantaan 
lisättiin hyvin karakterisoitujen SIG-ryhmän kantojen spektrejä. Ilman viitetietokannan 
täydentämistä lajitason tunnistuksessa on saatu heikompia tuloksia: usein toistuva virhe 
on ollut S. pseudintermediuksen sekoittuminen S. intermediuksen kanssa (Murugaiyan 





3.4 MALDI-TOF mikrobien kantatason karakterisoinnissa 
MALDI-TOF-massaspektrometria on mikrobien lajintunnistuksessa jo vakiintunut 
menetelmä, mutta kantatason karakterisoinnissa sen mahdollisuuksia ja rajoitteita ei 
tunneta yhtä hyvin. Menetelmän soveltuvuudesta eri mikrobilajien alalaji-, serotyyppi- 
tai biotyyppitason erotteluun ja muuhun lajitasoa tarkempaan analytiikkaan on julkaistu 
lukuisia tutkimuksia (katsauksessa Sandrin ym. 2013), mutta yleistettäviä johtopäätöksiä 
sillä saavutettavasta taksonomisesta resoluutiosta ei ole vielä voitu vetää. Tutkimusten 
vertailua ja tulosten yhteenvetoa hankaloittaa se, että tutkimusmenetelmät vaihtelevat 
paljon, eikä mittaustiedon tulkintaan ei ole olemassa vakiintuneita kriteerejä (Spinali 
ym. 2015).  
Kantatason karakterisoinnissa mikrobien kasvatusolosuhteilla ja näytteen esikäsittelyyn 
käytetyillä menetelmillä on analyysin onnistumisen kannalta suurempi merkitys kuin 
lajintunnistuksessa (Šedo ja Zdráhal 2016). Šedon ym. (2011) katsausartikkelissa 
käsitellään erilaisten esikäsittelymenetelmien vaikutusta MALDI-TOF-spektrin laatuun; 
esimerkiksi erilaisten liuotusprotokollien, ultraäänikäsittelyn, magneettisten helmien, 
entsymaattisen hajotuksen ja erilaisten matriisiliuosten vaikutuksia on tutkittu. Tietyillä 
esikäsittelymenetelmillä voidaan parantaa spektrin signaali-melu-suhdetta (Liu ym. 
2007) tai vaikuttaa mitattavien huippujen lukumäärään (Ryzhov ym. 2000, Dieckmann 
ym. 2008). Monimutkaisten esikäsittelymenetelmien kääntöpuolena on, että ne lisäävät 
työmäärää, eivätkä välttämättä sellaisenaan sovellu kliiniseen diagnostiikkaan. 
3.5 MALDI-TOF stafylokokkien metisilliiniresistenssin tunnistamisessa 
Tutkimuksia S. pseudintermediuksen metisilliiniresistenssin tunnistuksesta MALDI-TOF-
menetelmällä ei tietääkseni ole julkaistu, joten käsittelen tässä kirjallisuuskatsauksessa 
S. aureksella tehtyjä tutkimuksia. PSM-mec (Phenol Soluble Modulin mec) -peptidin 
tunnistukseen perustuvaa metisilliiniresistenssin tunnistusta käsitellään tarkemmin 
kappalessa 3.5.1. 
Yhden ensimmäisistä MRSA- ja MSSA (metisilliinille sensitivinen S. aureus) -kantojen 
erottelua käsittelevistä tutkimuksista tekivät Edwards-Jones ym. vuonna 2000. 
Tutkimuksessa verrattiin seitsemän MRSA- ja MSSA-kannan spektrejä silmämääräisesti 
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toisiinsa ja havaittiin, että MRSA-kannat muodostivat kategorisesti suuremman määrän 
huippuja kuin MSSA-kannat. Lisäksi viiden huipun (m/z 891, 1140, 1165, 1229 ja 2127) 
havaittiin esiintyvän kaikkien MRSA-kantojen spektreissä, mutta ei yhdenkään MSSA-
kannan spektrissä. Tulokset vaikuttivat lupaavilta, mutta myöhemmissä tutkimuksissa 
niitä ei ole pystytty toistamaan. MRSA- ja MSSA-kantoja erottavia huippuja ovat 
myöhemmin tuloksetta etsineet ainakin Bernardo ym. (2002), Szabados ym. (2012) ja 
Lasch ym. (2014).  
Szabados ym. (2012) vertasivat isogeenisten (SCCmec-elementti oli ainoa kantoja 
geneettisesti erottava tekijä ) MRSA- ja MSSA-kantojen spektrejä toisiinsa ja havaitsivat, 
että spektrit olivat lähes identtiset. Tutkijat huomauttivat, että tämän tuloksen 
perusteella ei kuitenkaan voida mitätöidä aiempien tutkimusten havaintoja MRSA- ja 
MSSA-kantoja erottavista huipuista, sillä erilaiset instrumentit ja mittausasetukset, 
erilainen massaväli sekä matriisiliuoksen tyyppi voivat vaikuttaa spektrissä esiintyviin 
huippuihin. He kuitenkin osoittivat, että Edwards-Jones ym. (2000), Du ym. (2002), Shah 
ym. (2011), Majcherczyk ym. (2006) ja Sun ym. (2011) olivat aiemmissa tutkimuksissaan 
ehdottaneet MRSA-kantoja erottaviksi huipuiksi pääasiallisesti eri huippuja, vaikka 
mitattu massaväli olisi ollut sama. 
Böhme ym. (2012) ja Walker ym. (2002) käyttivät klusterianalyysiä MRSA- ja MSSA-
kantojen erotteluun. Walkerin ym. (2002) tutkimuksessa epideemiset MRSA-kloonit 
erottuivat MSSA-kannoista, mutta epideemisten kloonien ulkopuolelle jäävät kannat 
ryvästyivät sekaisin MSSA-kantojen kanssa. Vastaavaan tulokseen päädyttiin Böhmen 
ym. (2012) tutkimuksessa, jossa käsiteltiin toksikogeenisten S. aureus- kantojen 
erottelua, mutta joukossa mukana olevien MRSA-kantojen havaittiin myös tässä 
tutkimuksessa sekoittuvan MSSA-kantojen kanssa. Dun ym. (2002) klusterianalyysissä 
sen sijaan saavutettiin melko selkeä jakolinja: 76 MRSA-kannasta 69 erottui MSSA-
kannoista. MRSA-klusteriin sijoittui seitsemän mecA-negatiivista S. aureus-kantaa, joista 
kaksi oli yllättäen fenotyyppisesti metisilliiniresistenttejä. 
Erilaista lähestymistapaa käytettiin Shanin ym. (2016) tutkimuksessa, jossa MRSA-
kantoja tunnistettiin profiiliperusteisesti (näytteen spektriprofiilia verrattiin 
viitetietokannan spektriprofiileihin). Laatimiensa MRSA-viitespektrien avulla tutkijat 
onnistuivat tunnistamaan oikein 84 % tutkimistaan MRSA- kannoista. Joidenkin kantojen 
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tunnistus oli kuitenkin virheellinen – 13 % MRSA-kannoista luokiteltiin virheellisesti 
MSSA-kannoiksi, ja 7 % MSSA-kannoista luokiteltiin virheellisesti MRSA-kannoiksi. 
MRSA- ja MSSA-kantojen kantakohtainen variaatio saattaa selittää osan aiemmissa 
tutkimuksissa havaituista MRSA-kantoja erottavista huipuista (Szabados ym. 2012). 
Kantakohtaisen variaation tunnistusta voitaisiin soveltaa metisilliiniresistenssin 
tunnistamiseen sellaisissa tilanteissa, joissa kaikkien tiettyyn klonaaliseen kompleksiin 
kuuluvien S. pseudintermedius -kantojen tiedetään olevan metisilliniresistenttejä 
(Kostrzewa ym. 2013). Dos Santosin ym. (2016) systemaattisen katsauksen perusteella 
tällainen klonaalinen kompleksi voisi olla esimerkiksi CC71. Ottaen huomioon, että suuri 
osa Euroopassa ja Suomessa tavattavista MRSP-kannoista kuuluu tähän klonaaliseen 
kompleksiin (katsauksessa dos Santos ym. 2016, Grönthal 2017a), ja että S. aureus -
kantojen klonaalisten kompleksien tunnistamisesta MALDI-TOF-menetelmällä on jo 
vahvaa näyttöä (Josten ym. 2013, Østergaard ym. 2015, Camoez ym. 2016), voisi tämä 
olla varteenotettava vaihtoehto joidenkin S. pseudintermedius -kantojen 
metisilliiniresistenssin tunnistamisessa. 
Aiemmissa tutkimuksissa on havaittu, että mecA-geenin koodaamaa muuntunutta 
penisilliiniä sitovaa proteiinia (PBP2a) ei ole mahdollista tunnistaa MALDI-TOF-
massaspektrometrialla (Szabados ym. 2012), koska sen molekyylikoko on liian suuri (74 
kDa) ja konsentraatio soluissa liian pieni (Josten ym. 2014). 
3.5.1 Metisilliiniresistenssiin liittyvä biomarkkeri PSM-mec  
Phenol Soluble Modulin (PSM) -peptidit ovat eri stafylokokkilajeilla esiintyviä 
virulenssitekijöitä, joita koodaavat geenit sijaitsevat bakteerin ydingenomissa ja tietyissä 
SCCmec-elementeissä (Li ym. 2014). Josten ym. (2014) havaitsivat, että SCCmec-
elementtien II, III ja VIII koodaama PSM-mec-peptidi voidaan tunnistaa MALDI-TOF-
menetelmällä ja näin erottaa tietyt MRSA-kannat MSSA-kannoista hyvällä tarkkuudella. 
PSM-mec tuottaa huipun sijaintiin 2415 +/- 4 m/z (Josten ym. 2014) tai 2415 +/- 2 m/z 
(Rhoads ym. 2016). PSM-proteiinin käyttöä metisilliiniresistenssin seulonnassa rajoittaa 
sen vähäinen määrä solussa. Tiedetään, että PSM-positiivisista MRSA – ja 
metisilliiniresistenteistä S. epidermidis -kannoista vain pieni osa tuottaa riittävästi PSM-
proteiinia, jotta sen tuottama huippu voitaisiin havaita MALDI-TOF-spektrissä (Rhoads 
ym. 2016). Lisäksi on mahdollista, että proteiinierotusprotokollaan kuuluva 
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etanolihuuhtelu poistaa näytteestä PSM-peptidin kaltaiset anionisesti varautuneet 
solun ulkopuoliset peptidit (Josten ym. 2014). PSM-mec-huipun käyttökelpoisuutta 
MRSP-seulonnassa ei toistaiseksi ole tutkittu. Tiedetään kuitenkin, että SCCmec III-
kasetteja esiintyy myös MRSP-kannoilla (Wu ym. 2016). PSM-huipun automaattisesti 
seulova ohjelma MRSA-kantojen tunnistamiseksi on saatavilla Bruker Daltonicsilta 
(Bruker 2017c).  
 
4 AINEISTO JA MENETELMÄT 
4.1 Tutkitut bakteerikannat 
Tutkimuksessa käsiteltiin kahta eri näytejoukkoa:  
1) Metisilliiniresistenssin tunnistusta varten tutkittiin 10 MSSP- ja 10 MRSP-kantaa. 
Kannat oli tunnistettu tavanomaisin biokemiallisin menetelmin (Devriese ym. 
2005), ja MRSP-kannoista oli varmistettu mecA-geenin olemassaolo 
reaaliaikaisella PCR-menetelmällä. 
2) MRSP-kantojen tyypitystä varten tutkittiin 15 MRSP-kantaa. Kannat oli tyypitetty 
PFGE-menetelmällä käyttäen SmaI- ja AscI -restriktioentsyymejä, ja jokaisesta 
pulssikenttäryhmästä ainakin yksi kanta oli jatkotyypitetty MLST-menetelmällä. 
Kannat edustivat sekvenssityyppejä ST45, ST71 ja ST258 niin, että kustakin 
sekvenssityypistä tutkittiin viisi kantaa. Kaikista MRSP-kannoista oli varmistettu 
mecA-geenin olemassaolo reaaliaikaisella PCR-menetelmällä.  
Kaikki kannat olivat peräisin Helsingin yliopiston eläinlääketieteellisen tiedekunnan 
kliinisen mikrobiologian laboratorion kantakokoelmasta. Kannat oli eristetty 
laboratorioon lähetetyistä potilasnäytteistä vuosina 2011-2016. Osa kannoista oli 
peräisin eläinsairaalan omista potilaista ja osa ulkopuolisilta eläinklinikoilta eri puolilta 
Suomea. Kantoja oli säilytetty pakastettuna -80 °C:ssa.  
4.2 Näytteiden esikäsittely 
4.2.1 mecA-ominaisuuden tunnistaminen 
Pakkasesta otetut bakteerikannat viljeltiin tryptoni-soija-veriagarille (TSA + 5 % 
lampaanverta, Oxoid, Saksa) ja inkuboitiin +35,5 °C + 5 % CO 2 yön yli. Seuraavana 
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päivänä kukin kanta viljeltiin kolmelle eri kasvatusalustalle: hajotusviljelmänä 
veriagarille, Brain-Heart-Infusion (BHI) -liemeen (10 ml) ja Müeller-Hinton (MH) -agarille 
(Oxoid, Saksa). MH-agarille viljelyä varten bakteerimassasta valmistettiin 
keittosuolaliuoksen kanssa tiheydeltään 0,45–0,54 McFarlandin yksikköä vastaava 
suspensio, joka levitettiin steriilillä vanupuikolla tasaiseksi kerrokseksi agarin pinnalle 
normaalin kiekkoherkkyysmäärityksen tapaan. MRSP-kantojen metisilliiniresistenssin 
indusoimiseksi BHI-liemeen ja MH-agarille lisättiin 1 µg vahvuinen oksasilliinikiekko 
(Oxoid, Iso-Britannia). BHI- ja MH-viljelmiä kasvatettiin +35,5 °C:ssa 
normaaliatmosfäärissä ja verimaljoja 5 % hiilidioksidiatmosfäärissä yön yli. 
Tämän jälkeen BHI-lientä sisältävät putket sentrifugoitiin (5 min 3000 rpm) ja 
supernatantti poistettiin. 1 µl:n silmukallinen putken pohjalle jäänyttä bakteerimassaa 
siirrettiin Eppendorf-putkeen, ja käsiteltiin täyspitkällä (full extraction) -
proteiininerotusmenetelmällä valmistajan ohjeen mukaan (Bruker 2016). Näin saaduista 
liuoksista pipetoitiin 1 µl supernatanttia MALDI Biotarget 96-näytelevylle.  
MH- ja verimaljoilta otettiin näytteet koskettamalla bakteerimassaa kevyesti steriilillä 
puutikulla ja hiertämällä tikkuun tarttunut bakteerimassa näytelevyn kuoppiin. MH-
maljoilta bakteerimassaa otettiin oksasilliinikiekon estovyöhykkeen reunalta, jos 
sellainen oli, tai kiekon vierestä, jos bakteeri kasvoi kiekkoon kiinni. 
Näytteiden annettiin kuivua näytelevyllä huoneenlämmössä muutamasta minuutista 
kahteen tuntiin, jonka jälkeen niiden päälle pipetoitiin 1 µl HCCA (Bruker Matrix HCCA)-
matriisiliuosta (Bruker Daltonics, Saksa). Liuoksen annettiin kuivua huoneenlämmössä 
muutaman minuutin ajan ennen mittausta. Laite oli kalibroitu BTS (Bacterial Test 
Standard) -standardikontrollin (Bruker Daltonics, Saksa) spektrin perusteella kaksi 
päivää ennen tutkittavien kantojen spektrin mittaamista.  
4.2.2 Epidemiologinen tyypitys 
Pakkasesta otetut bakteerikannat viljeltiin tryptoni-soija-veriagarille (TSA + 5 % 
lampaanverta, Oxoid, Saksa) ja kasvatettiin 5 % CO2 -pitoisuudessa + 35 °C:ssa 24 tuntia. 
Seuraavana päivänä kannoista tehtiin jatkoviljelmä samalle agarille ja viljelmää 
kasvatettiin 24 tuntia samoissa olosuhteissa. Kustakin kannasta otettiin näytteeksi 1 µl 
silmukallinen bakteerimassaa, joka esikäsiteltiin täyspitkällä 
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proteiinierotusmenetelmällä kuten aiemmin. Bakteeripellettien kuivatusaika vaiheessa 
5 oli 6-7 minuuttia, ja muurahaishapon ja asetonitriilin määrä vaiheissa 6 ja 7 oli 30 µl. 
Näytteestä pipetoitiin 1 µl supernatanttia kahteen näytekuoppaan MALDI Biotarget 96 
-näytelevylle. Matriisiliuoksena käytettiin 1 µl HCCA-liuosta. Ulkoisena kalibraationa 
käytettiin yhdessä näytekuopassa BTS (Bacterial Test Standard) (Bruker Daltonics, Saksa) 
-standardiliuosta.  
4.3 Mittaus ja lajintunnistus 
Näytteiden spektrit mitattiin Microflex LT 3.1 MALDI-TOF MS –laitteella (Bruker 
Daltonics, maa) käyttäen lineaarista mittausmoodia ja MBT_AutoX-mittausohjelmaa. 
AutoX-ohjelmassa jokainen spektri muodostetaan ampumalla näytteeseen 240 
laserpulssia 40 pulssin sarjoissa niin, että enintään 80 pulssia ammutaan samaan 
kohtaan. Käytetty kiihdytysjännite oli 20 kV ja mitattava massa-varausväli 2000 – 20 000 
m/z. Tyypitystutkimuksessa jokaisesta näytteestä mitattiin kuusi rinnakkaista spektriä 
siten, että jokaisesta näytekuopasta mitattiin kolme spektriä. mecA-
tunnistustutkimuksessa jokaisesta näytteestä mitattiin yksi spektri. Lajintunnistus 
tehtiin vertaamalla näytteiden spektrejä Bruker-tietokannan referenssispektreihin 
MALDI BioTyper Compass Explorer 4.1 -ohjelmalla (Bruker Daltonics, Saksa). 
4.4 Spektrianalyysi 
4.4.1 Spektrien esikäsittely  
Spektrijoukko tarkastettiin silmämääräisesti ns. outlier-mittausten varalta: spektrit, 
joiden korkeimpien huippujen intensiteetti olisi ollut viidesosa tai vähemmän muiden 
samaan ryhmään kuuluvien spektrien intensiteetistä, olisi poistettu tutkimuksesta. 
MSSP/MRSP-tunnistustutkimuksessa outlier-spektrien vertailuryhmäksi katsottiin 
samalla alustalla kasvatetut MSSP- tai MRSP-kannat, ja tyypitystutkimuksessa kaikki 
samasta kannasta mitatut spektrit. Outlier-spektrejä ei kuitenkaan havaittu, joten kaikki 
mittaukset huomioitiin jatkoanalyysissä. Ennen jatkoanalyysiä kaikki spektrit käsiteltiin 
MBT_StandardFAMSMethod-suodattimen mukaisilla smoothing- ja baseline subtraction 















Kuva 2. Vasemmalla esimerkki selkeästä ja epäselvästä huipusta. Huippu 2676.01 luettiin selkeäksi ja 
huippu 2713.81 epäselväksi. Oikealla esimerkki intensiivisestä huipusta, jossa korkeamman massan 
puolella esiintyy kaksi pientä ”hartiahuippua”. Huippu 3363.92 luettiin selkeäksi ja huiput 3371.69 ja 
3377.03 epäselviksi. Tyypitystutkimuksen MRSP-kanta ST71 P180. 
4.4.2 Huippujen poiminta ja taulukointi 
Huippujen poiminta tehtiin silmämääräisesti tarkastelemalla spektrejä päällekkäin 
ladotussa (overlaid) näkymässä FlexAnalysis 3.4 -ohjelmassa (Bruker Daltonics, Saksa). 
Tunnistustutkimuksessa kerralla tarkasteltavat spektrit (3 kpl) oli mitattu samasta 
kannasta, jota oli kasvatettu kolmella eri kasvatusalustalla. Tyypitystutkimuksessa 
kerralla tarkasteltavat spektrit (6 kpl) olivat peräisin yhdestä samalla alustalla 
kasvatetusta kannasta. Spektreissä havaituista huipuista laadittiin tunnistus- ja 
tyypitystutkimukselle erilliset taulukot, joihin kirjattiin kannan tunniste, huipun m/z-






Huippu luettiin selkeäksi, mikäli 
i) sen intensiteetti oli merkittävästi taustahälyä suurempi, se oli muodoltaan 
kapea tai muutoin säännöllinen ja se esiintyi vähintään kahdessa 
kolmasosassa samasta kannasta mitattuja spektrejä 
Huippu luettiin epäselväksi, mikäli 
ii) se oli kohdan i) mukainen, mutta esiintyi alle kahdessa kolmasosassa 
mitattuja spektrejä 
iii) sen intensiteetti oli matala ja/tai se oli muodoltaan epäsäännöllinen, mutta 
esiintyi vähintään kahdessa kolmasosassa samasta kannasta mitattuja 
spektrejä (ks. kuva 2) 
Mukaan luettavien huippujen alin intensiteetti vaihteli kyseisen kohdan taustahälyn 
intensiteetin mukaan: alueilla, joilla taustahälyn intensiteetti oli matala, luettiin mukaan 
matalamman intensiteetin huippuja kuin korkean taustahälyn alueella. 
4.4.3 Erottavien huippujen poiminta 
Taulukoiden perusteella poimittiin jatkotarkasteluun sellaiset huiput, joiden 
esiintymisessä havaittiin säännönmukaisia eroja  
i) MSSP- ja MRSP-kantojen välillä 
ii) MRSP-kantojen sekvenssityyppien välillä. 
Tyypitystutkimuksessa säännönmukaiseksi eroksi katsottiin sellainen huippu, joka 
esiintyi vähintään kolmella viidestä yhden sekvenssityypin kannasta ja puuttui kaikilta 
muilta, tai joka puuttui kaikilta yhden sekvenssityypin kannoilta ja esiintyi vähintään 
kolmella viidestä muiden sekvenssityyppien kannoista. Tunnistustutkimuksessa 
säännönmukaiseksi eroksi katsottiin sellainen huippu, joka esiintyi vähintään kuudella 
kymmenestä MRSP-kannasta ja puuttui kaikilta MSSP-kannoilta, tai joka esiintyi 
vähintään kuudella kymmenestä MSSP-kannasta ja puuttui kaikilta MRSP-kannoilta. Jos 
samassa kannassa havaittiin huippupari, jossa toisen huipun massa-varaussuhde oli 
kaksinkertainen toiseen nähden, jätettiin massa-varaussuhteeltaan pienempi, 
oletettavasti kaksoisvarautunut huippu huomioimatta. 
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Vain sellaiset huiput, jotka erottuivat taustahälystä yhteisnäkymässä, ja joiden 
korkeimman kohdan suhteellinen intensiteetti oli 500 a.u. (arbitrary unit) tai enemmän, 
hyväksyttiin lopulliseen erottavien huippujen listaan. Taulukoinnissa käytettyä jaottelua 
selkeisiin tai epäselviin huippuihin ei erottavien huippujen listassa enää noudatettu, 
vaan huiput merkittiin esiintyviksi (x) tai poissaoleviksi (-). 
4.4.4 SCCmec-kompleksiin liittyvien biomarkkerihuippujen tunnistaminen 
Uniprot-tietokannasta (uniprot.org, haettu 18.5.2017) haettiin lista SCCmec-
kompleksiin kuuluvien proteiinien massoista. Yhteensä löydettiin seitsemän proteiinia, 
joista yhden (MecI) massa (14 790 Da) oli tämän tutkimuksen mittausalueella. 
Tutkimuskantojen spektreistä laadittu taulukko tarkastettiin MecI-proteiinin massaan 
sopivan huipun havaitsemiseksi. 
4.4.5 Klusterianalyysi 
Kaikista tutkituista kannoista luotiin kantakohtaiset spektriprofiilit (engl. Main Spectral 
Profile, MSP), jotka yhdistävät useista mittauksista kertyneen spektri-informaation 
Maldi Biotyper Compass Explorer 4.1 -ohjelman MSP-algoritmien avulla. 
Tyypitystutkimuksessa kantakohtainen spektriprofiili luotiin yhdistämällä kuusi samasta 
näytteestä mitattua esikäsittelemätöntä spektriä, ja tunnistustutkimuksessa kolme. 
Spektriprofiileista luotiin Biotyper-ohjelmalla massaspektrien samankaltaisuutta 
kuvaava dendrogrammi, jossa keskenään samankaltaisimman massa-varausspektrin 
omaavat kannat sijoittuvat lähimmäksi toisiaan, ja vastaavasti keskenään erilaisimman 
massa-varausspektrin omaavat kannat sijoittuvat kauimmaksi toisistaan. 
 
5 TULOKSET 
5.1 Metisilliiniresistenssiominaisuuden tunnistaminen 
Kuudella MRSP-kannalla kymmenestä havaittiin välille 2688-2690 m/z sijoittuva huippu, 
jota ei havaittu yhdelläkään MSSP-kannalla. Viidellä kannalla kuudesta huippu esiintyi 
vain TSA + 5 % lampaanveriagarilla kasvatetun näytteen spektrissä, ja yhdellä kannalla 
kuudesta se esiintyi sekä TSA + 5 % lampaanveriagarilla että MH-agarilla kasvatetun 
näytteen spektrissä (ks. kuva 3). Huipun esiintyminen tyypitystutkimuksen MRSP-
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kannoilla tarkastettiin huipputaulukosta: vain kaksi viidestätoista tyypitystutkimuksessa 
tutkitusta MRSP-kannasta oli tuottanut huipun vastaavaan sijaintiin. 
Tunnistustutkimuksen kannoista laaditussa MSP-dendrogrammissa kuusi MSSP-kantaa 
ja yksi MRSP-kanta sijoittuivat dendrogrammin yhteen päähaaraan, ja loput neljä MSSP-
kantaa ja yhdeksän MRSP-kantaa sijoittuivat toiseen päähaaraan (ks. kuva 4). 
 
 
Kuva 3. mecA-tunnistustutkimuksessa havaittu MRSP- ja MSSP-kantoja erottava huippu 2688-2690 m/z. 
Veriagarilla kasvatettujen MRSP-kantojen P1236, P1239, P1240, P1241, P1243 ja P1246 spektrit 





Kuva 4. mecA-tunnistustutkimuksen dendrogrammi. MRSP- ja MSSP-kannat sijoittuvat vaihtelevasti 
dendrogrammin kahteen päähaaraan. 
Ainoastaan yhdessä MRSP P137-kannasta mitatussa spektrissä havaittiin SCCmec-
kompleksiin liittyvän PSM-mec-peptidin sijaintiin sopiva huippu (ks. kuva 5). Huipun 
muodostanut spektri oli mitattu lampaanveriagarilla kasvatetusta kannasta. Eri 
alustoilla kasvatetuilla MRSP P137- kannoilla tai muilla MRSP-kannoilla (ml. 
tyypitystutkimuksen MRSP-kannat) vastaavaa huippua ei havaittu. 
MecI-proteiinin massaan (14 790 Da) sopiva huippu havaittiin osalla tyypitys- ja 
tunnistustutkimuksen MRSP-kannoista, mutta myös kolmella MSSP-kannalla. 










Kuva 5. SCCmec-ominaisuuteen liittyvän PSM-mec-peptidin (Josten ym. 2014, Rhoads ym. 2016) sijaintiin 
sopiva huippu mecA-tunnistustutkimuksen kannassa MRSP P137. Huipun muodostava spektri oli mitattu 




Kuva 6. SCCmec-ominaisuuteen liittyvän MecI-proteiinin massan alueella esiintyviä huippuja. Huippuja 
muodostivat sekä osa MRSP-kannoista, että kolme MSSP-kantaa. 
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5.2 Epidemiologinen tyypitys 
Sekvenssityyppien ST45, ST71 ja ST258 kannat pystyttiin erottamaan toisistaan 
huippujen 2047 +/-2 m/z ja 4290 +/-3 m/z esiintyvyyden perusteella. Näistä kahdesta 
huippu 2047 +/-2 m/z assosioitui selkeimmin vain yhteen sekvenssityyppiin: se havaittiin 
kaikilla sekvenssityypin ST258 kannoilla, eikä yhdelläkään muiden sekvenssityyppien 
kannoista. Huippu esiintyi kaikissa mittauksissa selkeänä ja intensiivisenä (ks. kuva 7). 
Toinen huippu, 4290 +/-3 m/z, havaittiin kaikilla sekvenssityypin ST71 kannoilla ja 
kolmella viidestä ST258 kannasta, mutta ei yhdelläkään sekvenssityypin ST45 kannoista. 
Yhteisesti tarkasteltuna nämä kaksi huippua mahdollistivat sekvenssityyppien ST45, 
ST71 ja ST258 silmämääräisen erottelun. 
 
 
Kuva 7. MRSP ST258-kannat P497, P530, P893, P967 ja P137 muodostavat selkeän huipun sijantiin 2047 






Edellä mainittujen huippujen lisäksi myös useiden muiden huippujen esiintymisessä 
havaittiin eroja eri sekvenssityyppien välillä (ks. taulukko 1). Huippujen m/z-arvot on 
ilmoitettu taulukossa viiden m/z-yksikön vaihteluvälillä (+/- 2 m/z), paitsi huippu 4290 
m/z, joka on ilmoitettu seitsemän m/z-yksikön vaihteluvälillä (+/-3 m/z). Välittömästi 
toisiaan edeltävät tai seuraavat m/z-akselin arvoryhmät (ns. arvoryhmäparit) (6530 +/-
2 m/z ja 6535 +/-2 m/z sekä 6607 +/-2 m/z ja 6612 +/-2 m/z) käsiteltiin erottavien 
huippujen kartoituksessa kokonaisuutena, koska erot niiden m/z-arvoissa ovat pieniä, ja 
vähäisen m/z-vaihtelun katsottiin saattavan heijastella eri muunnelmia samasta 
proteiinista. Taulukossa näiden huippujen esiintyvyys ilmoitetaan kuitenkin kahdessa 
erillisessä sarakkeessa. 
Taulukko 1. Tyypitystutkimuksen kannoilla esiintyvät erottavat huiput. Sekvenssityyppien erottamisen 
























- - - - - - - + - - 
ST45 
P331 
- - - + - - - - + + 
ST45 
P370 
- - - - - - - - - + 
ST45 
P371 
- - - + - - - + - + 
ST45 
P448 
- - - + - - - + - - 
ST71 
P180 
- - + - + + - - - - 
ST71 
P185 
- - + - + + - - - - 
ST71 
P250 
- - + - + + - - - - 
ST71 
P324 
- - + - + + - - - - 
ST71 
P480 
- - - - + - - - - - 
ST258 
P137 
- + - - + - + - + - 
ST258 
P497 
+ + + - + + - + - - 
ST258 
P530 
+ + + - - - + - - - 
ST258 
P893 
+ + + - + - + - - - 
ST258 
P967 




Kannoista laaditussa dendrogrammissa ST45 kannat P331, P371 ja P448 ryhmittyvät 
omaan päähaaraansa. Muut kannat, mukaan lukien ST45 kannat P294 ja P370, 
ryhmittyvät dendrogrammin toiseen päähaaraan. Näin ollen sekvenssityyppejä ST45, 
ST71 ja ST258 ei tässä tutkimuksessa pystytty erottamaan MSP-dendrogrammin avulla 
(ks. kuva 8). 
 
 
Kuva 8. Tyypitystutkimuksen MSP-dendrogrammi. Kolme viidestä sekvenssityypin 45 kannasta sijoittuu 
omaan päähaaraansa. Loput kannat sijoittuvat toiseen päähaaraan sekalaisessa järjestyksessä. 
 
6 POHDINTA 
6.1 Metisilliiniresistenssin tunnistuksen löydösten merkitys 
MALDI-TOF-menetelmän soveltuvuutta S. pseudintermediuksen metisilliiniresistenssin 
tunnistamiseen tutkittiin kymmenestä kliinisestä MRSP- ja MSSP-kannasta koostuvassa 
näytejoukossa. Spektrien huiput tunnistettiin ja taulukoitiin, ja taulukon perusteella 
etsittiin MRSP- ja MSSP-kantoja erottavia huippuja. Yksi huippu täytti erottavalle 
huipulle asetetut kriteerit: huippu 2688-2690 m/z havaittiin kuudella MRSP-kannalla, 
mutta ei yhdelläkään MSSP-kannalla. Kyseisen huipun aiheuttavaa proteiinia ei tässä 
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tutkimuksessa identifioitu, joten ei tiedetä, liittyykö sen tuottanut proteiini 
metisilliiniresistenttiin genotyyppiin vai MRSP- ja MSSP-isolaattien väliseen klonaaliseen 
variaatioon. Huippu ei vaikuta olevan oksasilliinin indusoima, sillä viidellä kannalla 
kuudesta se havaittiin vain veriagarilla kasvatetussa isolaatissa, ja yhdellä kannalla 
kuudesta veriagarin lisäksi MH-agarilla (oksasilliinin kanssa) kasvatetussa isolaatissa. 
Huipun erottelupotentiaali ei tämän tutkimuksen perusteella vaikuta olevan kovin suuri, 
mutta mikäli sen voitaisiin osoittaa esiintyvän ainoastaan metisilliiniresistenteillä 
kannoilla, se voisi olla käyttökelpoinen.  
Jostenin ym. (2014) aiemmin kuvaaman PSM-mec-peptidin sijaintiin sopiva huippu 
havaittiin vain yhdellä tutkituista MRSP-kannoista (MRSP P137), ja siinäkin vain yhdessä 
kolmesta isolaatista. Kantojen aiemman karakterisoinnin (Grönthal ym. 2017b) 
perusteella tiedetään, että kyseisen isolaatin SCCmec-elementti edustaa IV-tyyppiä, 
jonka ei toistaiseksi ole osoitettu kantavan PSM-mec-geeniä (Monecke ym. 2012). 
Tämän vuoksi on epätodennäköistä, että huipun tuottanut proteiini olisi todella PSM-
mec. 
MecI-proteiinin massaa (14 790 Da) karkeasti vastaavia huippuja havaittiin useiden 
MRSP-kantojen, mutta myös joidenkin MSSP-kantojen spektreissä. Koska MecI on 
tunnusomainen genotyyppisesti metisilliiniresistenteille kannoille, vaikuttaa siltä, että S. 
pseudintermedius voi tuottaa toista, metisilliiniresistenssiominaisuudesta 
riippumatonta proteiinia, joka on massaltaan jotakuinkin MecI-proteiinia vastaava. 
Huippujen tarkempi arviointi on haastavaa, sillä suurimassaisten molekyylien 
massatarkkuus oli tämän tutkimuksen mittauksissa melko heikko. Löydöksen 
merkityksen arvioimiseksi huipun muodostaneiden proteiinien identiteetti tulisi 
selvittää esimerkiksi MALDI-TOF/TOF-tandemmassaspektrometrian avulla.  
MRSP- ja MSSP-kannoista laaditussa MSP-dendrogrammissa kuusi MSSP-kantaa ja yksi 
MRSP-kanta sijoittuivat dendrogrammin yhteen päähaaraan, ja loput kannat sijoittuivat 
toiseen päähaaraan. Tämä voi viitata siihen, että herkkien ja resistenttien S. 
pseudintermedius-kantojen välillä on jonkinlainen klonaalinen jakauma. Dun ym. (2002) 
tekemässä tutkimuksessa metisilliiniresistentit ja -sensitiiviset S. aureus -kannat 
sijoittuivat klusterianalyysissä selkeästi erikseen, minkä perusteella ne voitiin erottaa 
toisistaan melko hyvällä tarkkuudella. Tämä menetelmä vaatii kuitenkin aina 
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vertailukantoja, eikä sen vuoksi ole soveltuva resistenssin tunnistamiseen kliinisessä 
työssä. Kantojen ryvästymistä klusterianalyysissä ei muutenkaan voida pitää täysin 
luotettavana menetelmänä metisilliiniresistenssin havaitsemisessa (Spinali ym. 2015). 
Oksasilliinipitoisessa ympäristössä kasvatettujen kantojen spektreissä ei havaittu 
sellaisia huippuja, joita ei olisi esiintynyt veriagarilla kasvatetuilla kannoilla. Mikäli 
oksasilliini olisi selkeästi indusoinut metisilliiniresistenssiominaisuuteen liittyvän 
proteiinin tuoton, se olisi kirjattu huipputaulukkoon selkeänä tai epäselvänä huippuna 
riippuen siitä, olisiko se havaittu molemmissa oksasilliinilla indusoidussa isolaateissa vai 
vain toisessa niistä. Samalla alustalla kasvatettujen eri MRSP-kantojen spektrien vertailu 
ei välttämättä olisi tuottanut helpommin vertailtavaa huippulistaa kuin nyt käytetty 
menetelmä, sillä eri MRSP-kantojen spektrien välinen vaihtelu saattaa olla merkittävää. 
6.2 Epidemiologisen tyypityksen löydösten merkitys 
MALDI-TOF-menetelmän soveltuvuutta MRSP-kantojen epidemiologiseen tyypitykseen 
tutkittiin yhteensä viidellätoista MRSP-kannalla, jotka edustivat sekvenssityyppejä ST45, 
ST71 ja ST258. Tutkimuksen tavoitteena oli selvittää, voidaanko eri sekvenssityyppejä 
edustavat MRSP-kannat tunnistaa MALDI-TOF-massaspektrin perusteella. Spektrien 
huiput taulukoitiin, ja taulukon perusteella etsittiin toistuvia eroja eri sekvenssityyppejä 
edustavien kantojen spektreistä.  
Sekvenssityypin ST258 kannoilla havaittiin selkeä ja intensiivinen huippu sijainnissa 2047 
+/-2 m/z. Huippu esiintyi kaikilla ST258 kannoilla, eikä yhdelläkään muiden 
sekvenssityyppien kannoista. Tämä mahdollisti kaikkien ST258 kantojen tunnistamisen. 
Yhdessä huipun 2047 +/-3 m/z kanssa nämä kaksi huippua mahdollistivat 
sekvenssityyppien ST45, ST71 ja ST258 silmämääräisen erottelun. 
Erottaviin huippuihin lukeutuvia huippuja 6530 +/-2 m/z ja 6535 +/-2 m/z sekä 6607 +/-
2 m/z ja 6612 +/-2 m/z käsiteltiin pareittain siten, että molempien huippuparien 
tulkittiin mahdollisesti edustavan yhtä proteiinia. Huippujen taulukoinnin yhteydessä 
tehty ”binning” eli tiettyjen massa-varausvälien (+/-2 tai +/-3 m/z) yhdistäminen on 
keinotekoinen jako, jonka tarkoituksena on helpottaa analyysiä ja kompensoida 
mahdollista mittausepätarkkuutta ja kalibrointivirhettä. Mikäli jonkin proteiinin 
todellinen massa on lähellä kahden korin (”bin”) rajapintaa, on mahdollista, että 
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mittaukset jakautuvat epätarkkuuksien seurauksena eri korien alueelle. Ei ole myöskään 
poissuljettua, että MALDI-ionisaatiossa muodostuisi ESI (Electron Spray Ionization) -
ionisaation tavoin erilaisia kemiallisia liitännäismolekyylejä, jotka voivat aiheuttaa pieniä 
tai suuria eroja mitattuihin massoihin. ESI-ionisaatioprosessissa muodostuvien 
liitännäismolekyylien tuottamia massaeroja on listattu toisaalla (Keller ym. 2008). 
Tyypitystutkimuksen kannoista laaditussa MSP-dendrogrammissa kolme viidestä 
sekvenssityypin ST45 MRSP-kannasta (P331, P371 ja P448) ryhmittyi dendrogrammin 
yhteen päähaaraan, ja loput kaksi sekvenssityypin ST45 kantaa ryhmittyi muiden 
sekvenssityyppien kanssa toiseen päähaaraan. Tutkittuja sekvenssityyppejä ei tässä 
tutkimuksessa voitu erottaa toisistaan MSP-dendrogrammin avulla. 
Tässä tutkimuksessa etsittiin sekvenssityyppikohtaisia biomarkkereita, mutta MALDI-
TOF-tyypitykselle voitaisiin yhtä hyvin luoda myös PFGE- ja MLST-luokituksista 
poikkeava luokittelumalli. Näin on tehty MRSA:n kohdalla esimerkiksi Østergaardin ym. 
(2015) tutkimuksessa, jossa MRSA-kantojen luokittelua varten laadittiin MALDI-TOF-
spektrissä esiintyviin standardi- ja markkerihuippuihin perustuva malli. Mallin 
erottelukyvyn havaittiin olevan parempi kuin klonaalisten kompleksien ja heikompi kuin 
spa-tyypityksen, mutta monissa tapauksissa mukailevan kumpaakin.  
MALDI-TOF-massaspektrometrialla voi olla vaikea saavuttaa yhtä hyvää taksonomista 
erottelukykyä kuin DNA-pohjaisilla menetelmillä. MALDI-TOF-spektri heijastaa DNA:n 
emäsjärjestystä, mutta se on luonteensa vuoksi altis variaatioille; siihen vaikuttavat 
muun muassa geenien ilmentämisen säätely, proteiinien post-translationaaliset 
modifikaatiot (Demirev ym. 2001), sekä matriisin aiheuttamat artefaktat (Keller ym. 
2008). Mikäli MALDI-TOF-menetelmällä ei saavuteta epidemiologisessa tyypityksessä 
riittävää erottelutarkkuutta, tai jos sillä saatuja tuloksia halutaan varmentaa, tulisi 
epidemiologiset näytteet ohjata DNA-pohjaiseen tyypitykseen.  
6.3 Huomioita tutkimusasetelmasta 
Tutkimuksessa ei käytetty sisäistä massakalibraatiota, mikä saattaa heikentää spektrien 
massatarkkuutta ja aiheuttaa systemaattisen massavirheen. Esimerkiksi sekvenssityypin 
ST71 kannasta P324 mitatun spektrin huiput olivat säännönmukaisesti 1-2 m/z-yksikköä 
alempana kuin muiden spektrien huiput. Laite oli kuitenkin kalibroitu viikoittain BTS-
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standardiliuoksella, minkä lisäksi tyypitystutkimuksessa käytettiin BTS-standardiliuosta 
ulkoisena kalibraationa näytteiden mittaamisen yhteydessä. Tunnistustutkimuksessa 
laite oli kalibroitu ulkoisesti kaksi päivää ennen näytteiden tutkimista. Tilanne vastaa 
normaalia kliinistä analytiikkaa, jossa laite kalibroidaan viikoittain. 
Tutkimuksen data-analyysi perustuu spektrien visuaaliseen tarkasteluun ja erottavien 
huippujen kantakohtaiseen taulukointiin. Visuaalinen tarkastelu on väistämättä 
subjektiivista, vaikka siinä noudatettaisiinkin tiettyjä reunaehtoja. Huippuvalinnan 
kriteerit asetettiin tässä tutkimuksessa mielivaltaisesti (ottaen kuitenkin huomioon 
muiden tutkimusten kriteerejä) sillä yleistettävää, pitävää määritelmää huippujen 
riittävälle toistettavuudelle, resoluutiolle ja intensiteetille ei ole vielä määritelty. 
Huippujen toistettavuutta ei tässä tutkimuksessa kvantifioitu, mutta joidenkin 
huippujen toistettavuus vaikutti silmämääräisesti heikolta: huiput saattoivat esiintyä 
vain yhdessä samasta kannasta tai jopa samasta näytteestä mitatuista spektreistä. 
Lajintunnistuksessa heikosti toistettavat huiput eivät todennäköisesti olisi 
merkityksellisiä, mutta kantatason tyypityksessä ne saattavat olla (Lasch ym. 2016).  
Huipun toistettavuuteen liittyy myös kysymys huipun alimmasta hyväksyttävästä 
intensiteetistä. MALDI-ionisaatiolle on ominaista, että matriisi ja näyte muodostavat niin 
sanottuja ”hot spoteja” tai ”sweet spoteja”, joissa mitattavaa materiaalia on runsaasti, 
ja toisaalta sellaisia alueita, joissa mitattavaa materiaalia on vähän (Basile ja Mignon 
2016). Tämä vaikuttaa spektrin kokonaisintensiteettiin: heikosta kohdasta tehty mittaus 
voi tuottaa runsaslukuisinakin esiintyvistä, hyvin ionisoituvista proteiineista matalan 
intensiteetin huippuja, mikä puolestaan alentaa matalalla intensiteetillä havaittavia 
huippuja entistäkin matalammiksi. Saman huipun intensiteetti voi vaihdella 
huomattavasti jopa samasta näytteestä tehtyjen peräkkäisten mittausten välillä. 
Mittausten toistettavuutta pyritään parantamaan koostamalla jokainen spektri 
muutamaan eri paikkaan kohdennettujen kymmenien tai satojen laserpulssien 
tuottamasta ionisaannosta. Spektrien ylimmän intensiteetin tarkastaminen ja heikkojen 




Visuaalisessa huippupoiminnassa mukaan luettavien huippujen intensiteetille voidaan 
asettaa pitävä alaraja, mutta silloin ei pystytä huomioimaan taustahälyn intensiteetin 
vaihtelua – esimerkiksi intensiteetiltään 400 a.u. huippu voi yhdessä spektrin kohdassa 
erottua selkeänä, ja toisessa hukkua taustahälyyn. Tilastollisia data-analyysiohjelmia 
käytettäessä huipuille voidaan asettaa alin hyväksyttävä signaali-melu-suhde, joka karsii 
taustahälyyn suhteutettuna intensiteetiltään liian matalat huiput pois. Tässä 
tutkimuksessa erottavien huippujen intensiteetin alarajaksi asetettiin 500 a.u., mikä on 
enemmän kuin esimerkiksi aiemmin mainitussa Østergaardin ym. (2015) MRSA-
kantojen epidemiologista tyypitystä käsittelevässä tutkimuksessa. 
Data-analyysin toistettavuuden parantamiseksi ja satunnaisvirheiden (esimerkiksi 
huipun virheellinen kirjaus taulukkoon) välttämiseksi huippujen poiminta olisi hyvä 
tehdä sokkoutettuna useamman henkilön toimesta, tai vaihtoehtoisesti siirtyä 
kokonaan tilastolliseen data-analyysiin. Visuaalisen data-analyysin käyttöä tässä 
tutkimuksessa puoltaa kuitenkin se, että se on nopeasti omaksuttava ja pienillä 
näytemäärillä työmäärältään kohtuullinen menetelmä, jolla voidaan kartoittaa 
spektrien välisiä selkeitä eroja ja alustavia biomarkkerihuippuja. Huolellisesti tehtynä 
sillä saadaan myös toistettavia tuloksia: esimerkiksi Woltersin ym. (2010) raportoimat 
MRSA-kantoja erottavat huiput 3276, 3876, 4511, 5002 and 6591 m/z poimittiin alun 
perin yksinkertaisella visuaalisella analyysillä, ja vahvistettiin myöhemmin Camoezin ym. 
(2016) tutkimuksessa. Visuaalisella data-analyysillä ja pienillä näytemäärillä saatuja 
tuloksia on kuitenkin pääsääntöisesti pidettävä alustavina, ja menetelmän rajoitteet on 
otettava huomioon tulosten tulkinnassa. 
6.4 Pohdinnan yhteenveto 
Tämä on tietääkseni ensimmäinen tutkimus, jossa käsitellään MALDI-TOF-menetelmän 
soveltuvuutta S. pseudintermediuksen metisilliiniresistenssiominaisuuden 
tunnistamiseen ja MRSP-kantojen epidemiologiseen tyypitykseen. Tutkimuksessa 
verrattiin eri kasvatusalustoilla kasvatettujen MRSP- ja MSSP-kantojen spektrejä, ja 
etsittiin kohdennetusti kahta metisilliiniresistenssiin liittyvää biomarkkeria: PSM-mec-
peptidiä ja MecI-proteiinia. MRSP- ja MSSP-kannoille tehtiin myös klusterianalyysi, jossa 
selkeää jakoa resistentteihin ja herkkiin kantoihin ei muodostunut. Yksiselitteisesti 
metisilliiniresistenssiin yhdistyviä biomarkkerihuippuja ei havaittu, mikä on linjassa 
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Szabadosin ym. (2012) isogeenisilla MRSA- ja MSSA-kannoilla tekemän tutkimuksen 
kanssa. MecI-proteiinin massa-alueella havaitut huiput olisi mielenkiintoista tunnistaa 
esimerkiksi MALDI TOF/TOF-tandemmassaspektrometrian avulla, jotta tiedettäisiin, 
onko osa niistä MecI-proteiinin aiheuttamia. 
MRSP-sekvenssityypit ST45, ST71 ja ST258 pystyttiin erottamaan toisistaan huippujen 
2047 +/-2 m/z ja 4290 +/-3 m/z esiintymisen perusteella. Klusterianalyysissä eri 
sekvenssityyppien erottaminen ei onnistunut, sillä kaikki kannat ryhmittyivät 
dendrogrammissa samaan haaraan lukuun ottamatta kolmea sekvenssityypin ST45 
kantaa. Tyypitystutkimuksen tulokset ovat erottavien huippujen osalta lupaavia, mutta 
yleistettävien päätelmien vetäminen edellyttäisi suuremmalla näytemäärällä tehtävää 
jatkotutkimusta. MALDI-TOF-menetelmällä MRSP-sekvenssityyppien tunnistaminen 
voisi parhaimmillaan olla mahdollista tehdä rutiininomaista lajintunnistusta varten 
mitatun datan perusteella, mikä säästäisi merkittävästi henkilö- ja materiaaliresursseja 
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